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RESUMEN

El proyecto estuvo enfocado en la determinacion de nitratos en muestras de suelo con el uso
del equipo analitico Analizador de Flujo Segmentado SFA, con el propoésito de evaluar y
estandarizar una metodologia designada en el protocolo del area de suelos de la corporacién de
Cornare. Para cumplir con los propdsitos mencionados se comenzé estudiando los fundamentos
basicos para entender el funcionamiento del equipo, conociendo su estructura y unidades que lo
conforman, ademas de los conceptos basicos relacionados con este analisis, que permitieran tener
un punto de partida en la metodologia planteada en el proyecto. De esta forma se disefiaron tres
ensayos experimentales; el primero de ellos con 6 tipos de suelos de diferente coloracion y tiempo
de recoleccion para observar posibles cambios en el contenido de nitratos a lo largo del tiempo,
haciendo una evaluacion en un tiempo 0 y luego de 15 dias desde que la muestra ingresa al
laboratorio. El segundo ensayo consistié en una prueba con dos tipos de suelo, seleccionando el
suelo negro y café, los cuales presentaron mayores diferencias en sus respectivos parametros
fisicoquimicos, en donde se evaluaron los parametros de los 6 tipos de suelos empleados en el
primer ensayo. Para estos dos tipos de suelos se determinaron sus fracciones masicas de nitratos,
haciendo 8 repeticiones por cada una de las dos metodologias de extraccion seleccionadas; en la
primera empleando agua y en la segunda metodologia empleando KCI como solucién de extraccion
y evaluando asi la solucion més adecuada por medio de un analisis estadistico de varianzas. Por
otro lado, en un tercer ensayo se almacend la solucion extraida de uno de los suelos analizados para
procesarla en SFA luego de 15 dias e identificar posibles cambios en las cantidades de nitratos.

Segun los resultados obtenidos en las pruebas realizadas en el equipo SFA, se observo en el
primer ensayo que las cantidades de nitratos para los 6 tipos de suelo presentaron una diferencia
relativa (RPD) menor al 20% en el tiempo 0 y luego de 15 dias, siendo valores aceptables dentro
de los criterios del laboratorio de suelos. Ademas, los resultados del segundo ensayo permitieron
identificar que la solucion de KCI agregada en una relacion 1:5 de suelo-solucién, es la solucion
de extraccion méas adecuada para el desarrollo del método. Finalmente se observo en un tercer
ensayo que la diferencia relativa entre las cantidades de nitratos evaluadas en ambos tiempos era
del 5.56%, aceptando una posible refrigeracion de la solucion extraida del suelo, empleando un

mismo tiempo de almacenamiento que en las muestras de aguas presentes en el laboratorio.

Palabras clave: nitratos, solucion de extraccion, suelo, protocolo, SFA.
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ABSTRACT

The project was focused on the determination of nitrates in soil samples with the use of the
analytical equipment Segmented Flow Analyzer SFA, with the purpose of evaluating and
standardizing a methodology designated in the protocol of the soil area of the Cornare corporation.
In order to fulfill the above mentioned purposes, we began by studying the basic fundamentals to
understand the operation of the equipment, knowing its structure and units that conform it, in
addition to the basic concepts related to this analysis, which would allow us to have a starting point
in the methodology proposed in the project. In this way, three experimental tests were designed;
the first one with 6 types of soils of different coloration and collection time to observe possible
changes in nitrate content over time, making an evaluation at time 0 and after 15 days from the
time the sample enters the laboratory. The second trial consisted of a test with two types of soil,
selecting the black and brown soil, which presented greater differences in their respective
physicochemical parameters, where the parameters of the 6 types of soil used in the first trial were
evaluated. For these two types of soils, their nitrate mass fractions were determined, making 8
replicates for each of the two extraction methodologies selected; in the first using water and in the
second using KCI as the extraction solution, thus evaluating the most adequate solution by means
of a statistical analysis of variance. On the other hand, in a third trial, the solution extracted from
one of the soils analyzed was stored for processing in SFA after 15 days to identify possible changes
in the amounts of nitrates.

According to the results obtained in the tests carried out in the SFA equipment, it was
observed in the first test that the amounts of nitrates for the 6 types of soil showed a relative
difference (RPD) of less than 20% at time 0 and after 15 days, being acceptable values within the
criteria of the soil laboratory. In addition, the results of the second test allowed identifying that the
KCI solution added in a 1:5 soil-solution ratio is the most adequate extraction solution for the
development of the method. Finally, it was observed in a third trial that the relative difference
between the amounts of nitrates evaluated in both times was 5.56%, accepting a possible
refrigeration of the solution extracted from the soil, using the same storage time as in the water
samples present in the laboratory.

Keywords: nitrates, extraction solution, soil, protocol, SFA.
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l. INTRODUCCION

La Corporacion Autonoma Regional de las Cuencas de los Rios negro y Nare “CORNARE”
es una corporacion auténoma creada por la ley, para administrar los recursos naturales renovables
bajo las politicas vigentes del Ministerio de Ambiente y Desarrollo sostenible. Por otro lado,
Cornare cuenta con un laboratorio ambiental que busca ayudar en la implementacion de los
diferentes proyectos y programas enfocados en la gestion integral del recurso hidrico, otorgando
informacidn fisica, quimica y microbioldgica de la matriz agua.

Cabe mencionar que el laboratorio Ambiental de Cornare fue el primer laboratorio en el
pais en ser acreditado por el IDEAM - Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales bajo la norma NTC-ISO/IEC 17025, a lo largo de sus 30 afios de creacion del
laboratorio y mediante el desarrollo de diferentes programas se ha logrado ampliar sus servicios y
estudiar otras matrices como aire-ruido, suelo, lodos, sedimentos, entre otros servicios que han
adquirido importancia en la legislacion ambiental [1].

De esta forma la matriz suelo toma cada vez més relevancia en el analisis de los recursos
naturales, siendo objeto de estudio en la busqueda de una caracterizacion de diversos suelos del
pais promoviendo el aprovechamiento y conservacion del suelo en las actividades productivas, ya
que segun el DANE en 2014 el 38.6% (43 millones de ha) del &rea rural total censada es para uso
agropecuario, en donde el 19.7% corresponde a actividades agricolas; es decir que Unicamente se
emplean 7.1 millones de hectareas en cultivos [2], dejando ver la necesidad de tener suelos mas
productivos en las diferentes regiones del pais, en donde la disponibilidad de los macronutrientes

en el suelo, es fundamental para tener un manejo responsable en la produccién de cultivos [3].

Dentro de los macronutrientes del suelo podemos encontrar el sodio, fosforo, calcio,
magnesio, nitrégeno y potasio, siendo el nitrégeno uno de los macronutrientes mas importantes
transferidos a las plantas, formando parte de la estructura de aminoacidos, proteinas y otras
biomoléculas; ademas de intervenir en procesos de fotosintesis, respiracion y diferenciacion celular
[4]. Sin embargo, no hay concentraciones establecidas para dicho nutriente que sean adecuadas
para cierta actividad productiva, por lo que segun las cantidades determinadas de nitrégeno deberan
tomarse medidas acerca de una posible dosificacién de productos agroquimicos para aumentar la
disponibilidad de nitrogeno o por el contrario de implementar procesos quimicos y/o biologicos

que disminuyan las cantidades de nitrogeno en el suelo.
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Es por lo anterior que desde hace tres afios el laboratorio ambiental ha incorporado un area
de estudio y andlisis de suelos, presentando un portafolio con una serie de analisis, como porcentaje
de humedad, pH, minerales intercambiables, materia organica, textura, entre otros. Dichos analisis
son realizados bajo métodos de referencia establecidos, que permiten un aseguramiento de los
resultados obtenidos, sin embargo, ahora existe el prop6sito de agregar métodos en el portafolio de
analisis de suelos, que brinden un analisis completo de fertilidad para el manejo agricola. Siendo
la determinacion de nitrégeno uno de los analisis de mayor prioridad para el laboratorio ambiental,
buscando asi la estandarizacion del protocolo de andlisis de nitratos y la definicidn de la técnica de
determinacion.

Para lograr este objetivo se emplearan diferentes tipos de muestras a las cuales se les hara
un proceso de extraccion y seran leidas con el Analizador de Flujo Segmentado (SFA), que es
empleado para el analisis y cuantificacion de fuentes de Nitrégeno y Fosforo en muestras de agua,
siendo la herramienta principal para respaldar los resultados de las muestras analizadas. De esta
manera se planted inicialmente una prueba para observar los cambios en las cantidades de nitratos
en el tiempo, una segunda prueba que evalla dos metodologias de extraccion de nitratos en donde
se define inicialmente el cloruro de potasio (KCI) y agua destilada como las soluciones de
extraccion a evaluar y un tercer ensayo en el que se evalla el tiempo de almacenamiento de la
solucidn extraida de una muestra de suelo. Las soluciones de extraccion empleadas en el segundo
ensayo se definieron con base a métodos de la literatura referente a analisis de nitratos en suelos,
ademas dichas soluciones son implementadas frecuentemente para la extraccion de nitratos por su

gran capacidad de extraccién mediante una reaccion de intercambio idnico [5][6].
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En muchas ocasiones el suelo es empleado para actividades inadecuadas segin sus
propiedades y caracteristicas, generando desequilibrios negativos con bajos rendimientos
econdmicos y productivos, ademas de presentar un progresivo deterioro del suelo.

El panorama en Colombia no es muy diferente al mencionado anteriormente y es que a
nivel regional se distingue un conflicto en el uso del suelo, dirigiendo este recurso en actividades
que no son aptas para el tipo de suelo empleado en dicha actividad. Es decir, que Colombia presenta
un uso irracional e ineficiente del recurso natural, subutilizando o sobre utilizando el suelo en
diferentes actividades productivas. Segin esto podemos mencionar que la agricultura sélo usa el
24 % del suelo para esta actividad, aportando el 63.4 % del valor de la produccién, mientras la
ganaderia bovina sobre utiliza apreciablemente los suelos y deteriora los recursos naturales en una
actividad maés extensiva que intensiva, aportando solo el 26.6 % del valor de la produccién. [7]. Y
aungue el suelo sea sindbnimo de economia e ingresos cuando es usado adecuadamente, en este caso
solo genera una preocupaciéon por la mala implementacion de este recurso en las actividades
productivas del pais.

Con base a lo anterior, el principal problema radica en el desconocimiento del potencial del
suelo para cierto tipo de actividad productiva, lo cual se determina con base a un analisis de
fertilidad mediante sus pardmetros fisicoquimicos, como materia organica, minerales
intercambiables o presencia de nutrientes, haciendo referencia principalmente al nitrégeno, el cual
es considerado el nutriente mas importante transferido del suelo a las plantas [4].

Ademas, surgen otras problematicas relacionadas con los métodos empleados y los equipos
disefiados para la cuantificacion de nitrégeno y de otros nutrientes presentes en el agua y el suelo.
Estos analisis de nutrientes generan opciones de mejora y automatizacién que permitan obtener
resultados de validez mediante la implementacion de tecnologias recientes y estudios actualizados

de extraccién de nutrientes en suelos.

A. Antecedentes

Desde mediados del siglo XX comenzd el auge de los métodos quimicos en la
determinacion de nutrientes inorganicos en matrices de agua, desarrollando métodos especificos
para la determinacion de algunos nutrientes como silicato, nitrito, nitrato, fosfato y amonio. Un

estudio realizado en México en el 2003 muestra una comparacion de metodos de flujo continuo y
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estandar en la cuantificacidn de nitritos y nitratos en muestras de agua, concluyendo que el método
por flujo continuo disminuye los costos en un 85% y garantiza una reduccion del tiempo en un
90% [8]. Por otro, el articulo de Fronteras de Ciencias Marinas hace referencia a un manual de
GO-SHIP en donde describen detalladamente el funcionamiento del Analizador CFA con énfasis
en flujo segmentado para la determinacion de diferentes macronutrientes inorgénicos, mostrando
la importancia de incorporar controles de calidad [9].

En cuanto a la matriz suelo, se destaca una investigacion acerca de la determinacion de
nitratos y amonio en muestras de suelo por los métodos de colorimetria y Electrodo de ion selectivo
(EIS), en donde se logra determinar que el método EIS presenta ventajas con respecto al método
de colorimetria, sin embargo, ambos métodos empleados son alternativas econdmicas y rapidas de
emplear para la cuantificacion de nitratos [10]. Ademas, en 2005 se realizaron pruebas de analisis
de nitratos con SFA y reflectometro RQflex para observar la reproducibilidad de los datos en el
tiempo, validando también los dos métodos analiticos en cuanto a su rapidez y confiabilidad para
la determinacidn de nitratos, concluyendo que es acertado implementar SFA por su alto grado de
precision, dejando abierta la posibilidad de estudiar y evaluar las condiciones operativas del método
desarrollado. [11]
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1. JUSTIFICACION

La fertilidad del suelo es una caracteristica esencial que se genera de la interaccion de las
propiedades fisicas, quimicas y biologicas del mismo suelo, que ayudan a presentar un entorno
adecuado para el crecimiento y desarrollo de las plantas [4]. De tal manera que los analisis de
fertilidad en suelos sean necesarios para conocer el potencial agricola en el suelo evaluado.

De acuerdo con las necesidades nutricionales requeridas por las plantas para permitir un
correcto crecimiento en el desarrollo de actividades agricolas, se hace importante la identificacion
y el andlisis de las concentraciones presentes de NHs y NOs para hacer una gestion de mejora y
plantear alternativas de aprovechamiento de los recursos naturales renovables [12]. Por lo que el
diagndstico preciso de nitratos en suelos permite planificar el manejo y corregir deficiencias
nutricionales a través de fertilizantes [6].

En el desarrollo de un adecuado diagndstico es necesario contar con métodos de analisis
que garanticen resultados correctos de la concentracion del ion nitrato en el suelo, siendo esencial
que los métodos sean comprobados y validados [12]. Para ello se cuenta en el laboratorio ambiental
de Cornare con un Analizador de Flujo Segmentado (SFA), que es una de las tecnologias mas
avanzadas y modernas en la determinacion automatizada de nutrientes en muestras acuosas [13].
Por lo que la implementacién adecuada del equipo y el tratamiento correcto de las muestras
permitira la determinacién de las cantidades de nitratos para abordar los ensayos propuestos en el
proyecto y de esta forma lograr una estandarizacién del método de cuantificacion de nitratos en

muestras de suelo, que pueda ser incorporado en el portafolio de analisis del laboratorio ambiental.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general
Estandarizar las condiciones operativas del protocolo de analisis de nitratos en suelos por
medio del analizador de flujo segmentado SFA, para implementar adecuadamente una
metodologia en muestras de suelo.

B. Objetivos especificos

o ldentificar un rango de tiempo apropiado para realizar los analisis de nitratos en muestras
de suelo, observando si existen cambios en el contenido de nitratos dentro del suelo a lo
largo del tiempo.

e Determinar la solucion de extraccion mas adecuada para la cuantificacion de nitratos en
muestras de suelo, segun los valores resultantes de las pruebas desarrolladas en SFA 'y los
analisis estadisticos realizados.

o Validar el funcionamiento del método en el SFA con el protocolo establecido, empleando

los controles internos requeridos para el aseguramiento de los resultados.
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V. MARCO TEORICO

El nitrégeno hace parte de las principales fuentes nutricionales requeridas por la planta,
siendo considerado como el mas importante, en donde la falta de disponibilidad de este nutriente
genera dificultades en el crecimiento y desarrollo de toda la vegetacion presente en el planeta. El
nitrogeno puede Ilegar a ser un elemento versatil al presentarse de diversas formas en la naturaleza,
debido a una serie de reacciones que permiten cambios constantes que influyen en la formacion de
nuevos compuestos [14]. Una de las formas mas abundantes que encontramos en la naturaliza es
el nitrégeno gaseoso (N2), en gran parte proveniente de la atmosfera. Sin embargo, esta molécula
no puede ser asimilada por las plantas, mientras que algunas bacterias y otros microorganismos
tienen la capacidad de fijar el nitrogeno para transferirlo a la planta como ureidos o aminoéacidos
[14].

La fijacion del nitrégeno por estos microorganismos especializados permite comprender de
una mejor forma el funcionamiento del ciclo bioquimico del nitrégeno, en el cual se identifican las
reacciones que derivan en las formas comunes del nitrogeno, destacando el amonio (NH4") y el
nitrato (NO3’), obtenidos a partir de un proceso de nitrificacion mediado principalmente por
bacterias nitrificantes. Tanto el NH4* como el NOs™ hacen parte de una pequefia proporcion del
nitrégeno total de los suelos, sin embargo, estos son los elementos que las plantas usan desde la
solucidn del suelo para satisfacer sus necesidades nutricionales y que varian segun factores, como
pH o materia organica, donde el NOs™ en ciertos suelos de Colombia se encuentran entre 3y 78 mg
de NOs™ por kg de suelo [14]. A partir de esto, se resalta la importancia de fijar el N2 del ambiente,
permitiendo tener formas simples de nitrégeno que puedan ser empleadas para su absorcion.
Aunque el amonio y el nitrato son esenciales para las plantas, estos pueden llegar a transformarse
continuamente presentando pérdidas significativas en el nitrogeno total de la planta (N-planta),
siendo necesario evitar procesos como la lixiviacion, volatilizacion del amonio o la desnitrificacion
[14].

Una de las tecnologias que evalia y determina las concentraciones de nitrogeno es el
Analizador de Flujo Segmentado (SFA), que fue implementado por primera vez en 1957. En el
equipo las muestras son aspiradas secuencialmente y separadas por burbujas de aire que segmentan
el flujo establecido, incluyendo un ciclo de lavado intermedio para evitar la contaminacion entre

muestras [15].
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El equipo SFA cuenta con 3 unidades generales; auto muestreador, unidad quimica e
interfase. Para cada una de estas unidades existe una amplia gama de variaciones, por lo que el
analizador de flujo segmentado puede ser personalizado en cada una de sus unidades segun las
necesidades del cliente y el tipo de analisis que se vaya a desarrollar [13].

Dentro de los requisitos de operacion del equipo, encontramos que Unicamente permite el
paso de soluciones acuosas a través de la unidad quimica, es decir que para emplear un analisis en
suelos se requiere inicialmente una extraccion de los nitratos de la muestra utilizando una solucion
de cloruro de potasio KCI 1M segun la norma ISO 14256-2 o agua destilada como se menciona en
la guia de “Diagnostico y mejoramiento de suelos salinos y alcalinos”, las cuales seran evaluadas
dentro del segundo ensayo experimental [16], [17].

El analisis de nitratos dentro del equipo SFA consiste en la formacion de un tinte rojo
generado a partir de la reaccion de la muestra con el compuesto NEDD vy sulfanilamida, dicho tinte
es medido a una absorbancia de entre 520-540 nm. Dentro del proceso primero se reduce el nitrato
a nitrito mezclando la muestra con una solucion buffer y pasando posteriormente sobre una
columna de cadmio que cataliza la reaccion de reduccion, resultando asi una cantidad total de
nitrato que es la cuantificada por el software del equipo SFA [9].

Cabe agregar que al igual que para muestras de agua, el manual del equipo tiene designado
un diagrama de flujo para cada uno de los andlisis de nutrientes en muestras de suelo, es decir que,
una vez obtenido el extracto filtrado de la muestra, se dispondréa la unidad quimica del SFA segun
el diagrama designado para andlisis de nitratos en suelos. Dichos extractos son agregados al auto
muestreador al igual que los controles necesarios para el aseguramiento de la validez de los
resultados, siendo importante implementar los controles de verificacion de concentracion conocida,
con el objetivo de asegurar que el analisis se esté realizando de la forma correcta, ademas de
emplear una matriz fortificada o adicidn, que consiste en afiadir a la muestra una concentracion
conocida de un material de referencia especifico para nitratos y comparar el valor resultante con el
valor de la muestra sin adicion para identificar que el método esté cuantificando correctamente el

analito de interés [9].
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V1. METODOLOGIA

Inicialmente es requerido conocer los fundamentos basicos del funcionamiento del
Analizador de Flujo Segmentado (SFA) SAN**® de SKALAR, ademas de las metodologias de
extraccion de nitratos por medio de una revision bibliografica de libros, articulos e investigaciones,
la cual es realizada durante todo el desarrollo del proyecto. De esta forma se han seleccionado dos
metodologias a implementar en muestras de suelo, que son la metodologia de la norma ISO 14256-
2, que describe una extraccion con una solucion de KCI 1M [16] y la segunda metodologia es la
descrita por L.A. Richards en la guia de “Diagnostico y mejoramiento de suelos salinos y
alcalinos”, que implementa agua para la extraccion de nitratos [17].
Recoleccion y tratamiento de muestras

Para el desarrollo del proyecto se analizaron 6 tipos de suelo; negro, café, amarillo, abono,
“direccion” y “parqueadero”. De los cuales, los primeros tres son suelos anteriormente dispuestos
y caracterizados en la corporacion y los dos ultimos son recolectados de dos zonas de Cornare, de
ahi sus respectivos nombres. Estas muestras de suelo son recolectadas usando un barreno de
muestreo y almacenando el suelo en bolsas ziploc. Las muestras de suelo son llevadas a bandejas
con papel Kraft para ser secadas al exterior de uno a dos dias seguin sea necesario, posteriormente
las muestras son molidas en un molino de martillo para suelos TE-330/1 KASALAB y tamizadas

en malla de 2mm [10].

NOTA: Es necesario aclarar que los 6 tipos de suelo son procesados Unicamente para observar los
cambios en las concentraciones de nitratos a diferentes tiempos (0 y 15 dias) desde la toma de la
muestra, que es el primer objetivo del proyecto y que seria el primer ensayo por realizar. Por otro
lado, el segundo ensayo es la evaluacién de las dos metodologias propuestas con KCI y agua, el
cual se hizo Gnicamente con dos tipos de suelo, que son seleccionados a partir de los tres tipos de
suelo dispuestos en la corporacion (negro, café, amarillo) con base a sus parametros fisicoquimicos
(pH, textura, materia orgéanica, etc), en donde se escogen los dos suelos que mayor difieran entre
ellos. Para estos dos suelos se haran ensayos con 8 repeticiones comprobando si hay diferencias
significativas en los resultados obtenidos. Mientras que el tercer ensayo se realiz6 con un solo tipo

de suelo analizando la solucion en SFA en un tiempo 0 y luego de 15 dias del primer analisis.
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Extraccion de nitratos

Tanto en la norma I1SO 14256-2 como en la guia de L. A. Richards se sugiere que la
extraccion de nitratos se realice en una relacion de 1:5 (peso/volumen) suelo - solucion de
extraccion, por lo que se establece una cantidad de 5 gramos de muestra de suelo, haciendo una
réplica para cada muestra en el primer y tercer ensayo. Esta cantidad de suelo es pesada en
Erlenmeyers de 125mL con Balanza Analitica CP225D Sartorius, a los cuales se afiaden 25 mL de
la solucion de KCI 1M o de agua segun corresponda, para después ser llevados a agitacion de 150
rpm durante una hora en un Orbital Shaker Lab-Line (Anexo 1) [18].

Posterior al proceso de agitacion, se lleva el sobrenadante de cada Erlenmeyer a un proceso
de centrifugacion por 10 minutos en Centrifuga RESTEK Q-sepTM 3000, donde por ultimo el
sobrenadante es filtrado con un Sistema de filtrado aséptico de polisulfona KP - 47S, empleando
papel de filtro Sartorius de 0.45 micras y en caso de observar material particulado, coloracion o
turbidez en el sobrenadante resultante del centrifugado, este se filtrara con filtros de microfibra de
vidrio de borosilicato Whatman Grade 934-AH especiales para sélidos o con el mismo papel filtro
de 0.45 micras segun sea el caso [16]. Con el filtrado del sobrenadante ya obtenemos la solucién

que serd leida en el equipo SFA.

Procesamiento de muestras en SFA

Antes de la lectura de las muestras, es esencial garantizar el correcto funcionamiento del
equipo SFA SAN**®, en donde se establezca la configuracion adecuada para la cuantificacion de
nitratos, también se observe que todas las mangueras y empates estén conectados fijamente y
ademas se asegure de contar con los reactivos requeridos para generar la reaccion quimica de
interés en la formacion del tinte azo rojo (leido a una longitud de onda de 540nm), entre los cuales
se encuentra imidazol, cloruro de amonio, Brij 35, NEDD y sulfanilamida [9].

Una vez establecidas todas las condiciones de operacion del equipo, se debe encender el
auto muestreador, unidad quimica e interfase. Ademas, es necesario encender la unidad de presion,
digestor UV vy abrir la valvula de la columna de cadmio. En el momento de encendidas y
configuradas todas las unidades del equipo, los reactivos fluyen a través de la unidad quimica por
medio de mangueras de distintos diametros que permiten el paso de la muestra y de los reactivos,
en donde se debe tener un flujo segmentado por burbujas de manera estable para no generar fallos
en la lectura del software.
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Dentro de la lectura de los resultados en el software es importante visualizar una linea base
para comprobar la estabilidad del equipo, dando paso a la lectura de las muestras incorporadas en
el auto muestreador, donde los primeros espacios del muestreador seran destinados a los estandares
de la curva de calibracion (0.4 — 2mg/L), continuando con los controles de verificacion (ICV, CCV,
adiciones con Material de Referencia Certificado para nitratos) y finalmente se afiaden todas las
muestras resultantes de la extraccion de cada tipo de suelo.

Debido a que la curva de calibracion mencionada esta en un rango definido en la guia de
operacion de SFA para muestras de aguas, se deberan hacer diluciones a las muestras que presenten
concentraciones fueran del rango de lectura. Dicha curva de calibracion para analizar nitratos en
muestras de agua fue seleccionada por la poca diferencia de rangos con respecto a la curva sugerida
para lecturas de nutrientes en suelo (0.1 - 10mg NOz3/L), suponiendo que seria més eficaz la
implementacidn de Unicamente esta curva de rango bajo (0.4 — 2mg/L), en donde las soluciones
provenientes de muestras de suelo que estuvieran fueran del rango de lectura se diluyeran de tal
manera que los datos ingresaran en el rango de la curva de calibracion y de esta forma analizar

nitratos en muestras aguas y suelos en el mismo ensayo con SFA.

Procesamiento de datos

De acuerdo con los resultados de las concentraciones obtenidas en el software del Analizador SFA
se determina la fraccion masica (mg NO3/kg suelo) segun las cantidades de suelo y de solucién de

extraccion utilizadas en el analisis. Esta fraccion es calculada empleando la siguiente formula:

<mg) Conc.NO3~ (ng) * Volumen de agua o KCI (L)
NO3™

kg) 1) [16][1
kg Peso del suelo seco empleado (kg) (Ec.1) [16][17]

La ecuacion anteriormente expresada es extraida de la Norma 1ISO 14256-2 [16], sin embargo,
esta es simplificada omitiendo los términos de correccion de humedad y de la muestra blanco,
debido a que L.A. Richards en la guia de “Diagnostico y mejoramiento de suelos salinos y
alcalinos” sugiere no tener en cuenta la humedad de la muestra cuando la extraccion se ha realizado

en una relacion de 1:5 o mayor, es decir que esta condicion aplica para el caso del proyecto [17].
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Ensayo N°1. Evaluacién de concentraciones de nitratos con extraccion en tiempo 0 y luego de 15

dias de tomada la muestra de suelo.

Los resultados de esta prueba son recopilados segun las fracciones masicas obtenidas para
cada muestra de suelo, en donde se realice una comparacion de los valores en el tiempo 0y en el
tiempo de 15 dias para observar si existen o no cambios significativos en las fracciones, es decir
que la diferencia relativa (%RPD) entre las fracciones de cada muestra no supere un 20% segun
los criterios de aceptacion de resultados en el laboratorio de suelos. De esta forma determinar el
tiempo en el que puede ser procesada una muestra de suelo luego de entrar al laboratorio sin sufrir

alteraciones en las cantidades de nitratos.

Ensayo N°2. Evaluacién de las dos metodologias de extraccion

Con las fracciones masicas calculadas de los dos tipos de suelo seleccionados, se realiza
una prueba de t-student de comparacion de medias muestrales y una prueba de F-Fisher de
comparacion de varianzas usando el Aplicativo ‘validaR’ [19], segun la guia de validacion de
métodos analiticos del Instituto Nacional de Metrologia [20], esto con el propoésito de verificar si
se presentan diferencias significativas entre las dos metodologias empleadas, respondiendo a la
pregunta de ¢ Los resultados de medicion de nitratos cambian si se usan dos protocolos distintos de
extraccion de la muestra de suelo?.

Dicho analisis se realiza por separado para cada una de las muestras de suelo, ya que en principio
se quiere conocer cual de las dos metodologias presenta un mejor comportamiento en la extraccion
y cuantificacién de nitratos, mientras que en un segundo momento se compararan los resultados de

ambas muestras de suelo para conocer si los resultados de la primera muestra difieren a la segunda.

Ensayo N°3. Evaluacién de tiempo de almacenamiento de solucion extraida

Para una de las muestras de suelo se realiza el debido proceso de preparacién y extraccion
de la muestra para procesar por duplicado en SFA el mismo dia de la extraccion y refrigerando la
solucion resultante durante 15 dias para luego volver a analizarla en el equipo y hacer una
comparacion de las diferencias relativas de las fracciones masicas resultantes en ambos tiempos de

analisis.
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Il. RESULTADOS

Inicialmente en el procesamiento de las muestras en el equipo SFA se evidencid que la lectura en
el software para algunas de las muestras estaba fuera de la curva de calibracion sugerida para
muestras de agua, sin embargo, esto no fue un impedimento para la cuantificacion de nitratos, ya
que estas soluciones que se mostraban fueran del rango de la curva empleada se diluyeron en
relaciones de 1-5 y 1-10 segun lo reflejado en la gréafica del software de SFA, generando un dato
corregido en base a un factor de dilucion. De esta forma todas las muestras procesadas pudieron

ser leidas de manera satisfactoria junto con las demas muestras de agua analizadas en el laboratorio.

Ensayo N°1. Evaluacién de concentraciones en tiempo 0 y 15 dias

FRACCIONES MASICAS (mg NO3/kg suelo)

a EXTRACCION CON H20
400
350
300
250
200
150
100
52 - Ay - a7y -_—

NEGRO CAFE AMARILLO DIRECCION PARQ ABONO

m H20 Tiempo O 52,673 11,552 44,587 25,203 3,833 311,595

m H20 15 dias 60,326 12,796 48,287 27,043 3,211 373,075

mH20Tiempo0 mH20 15dias
FRACCIONES MASICAS (mg NO3/kg suelo)
b EXTRACCION CON KCl
400
350
300
250
200
150
100
- [ "
. -— -y -

NEGRO CAFE AMARILLO DIRECCION PARQ ABONO

 KCL Tiempo O 78,773 11,376 49,549 29,134 7.226 322,01

m KCl 15 dias 77,534 11,667 51,954 28,837 8,671 363,577

H KCLl Tiempo O m KCl 15dias

Figura 1. Fracciones masicas de nitratos para los 6 tipos de suelo. a Con extraccién en agua
y un R? de 0.9994. b Con extraccion en KCl y R?de 0.9997.

En la Fig. 1 se muestran las fracciones molares (mg NOs/kg de suelo) obtenidas de los 6
tipos de suelo en el tiempo inicial (tiempo 0) y luego de 15 dias para la extraccidn desarrollada con

agua destiladay HCI 1M, con correlaciones de R? = 0.9994 para los analisis realizados en el tiempo
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0y de 0.9997 para los analisis en el tiempo de 15 dias, en donde ambos valores son muy cercanos
a 1, lo cual hace parte de la confiabilidad de los resultados obtenidos que estan ligados a los
controles de cada ensayo y en este caso particular a la curva de calibracion empleada en cada prueba
con SFA. Por otro lado, ambos diagramas muestran fracciones masicas que se encuentra alrededor
de los valores identificados en distintos suelos del trdpico, siendo esto un indicativo de la
aceptacion de los datos obtenidos en este primer ensayo. Observando también que el rango de
valores para cada uno de los 6 tipos de suelo se encuentra bien definido entre ambas metodologias,
revelando una correcta funcionalidad del equipo y del modelo empleado en el proceso.

Ademas, en la Fig. 2 se presentan los porcentajes de diferencia relativa (%RPD)
determinados a partir de los valores para los 6 tipos de suelo analizados por duplicado, en donde el
%RPD es el parametro que indica si los valores son aceptables, siendo el 20% el porcentaje maximo

permitido para que el resultado pueda ser aceptado dentro de los analisis de suelos.

DIFERENCIA RELATIVA (%RPD)

17,7182 18,0

NEGRO CAFE AMARILLO DIRECCION  PARQ ABONO
H20 KCL

Figura 2. Porcentajes de diferencia relativa (%RPD) de las fracciones masicas resultantes
de la extraccién con agua y KCI para los 6 tipos de suelos analizados por duplicado

Ensayo N°2. Evaluacién de las dos metodologias de extraccion

La Tabla 1 recopila los parametros fisicoquimicos de cada uno de los tres suelos
inicialmente analizados en el ensayo N°1, los cuales se encontraban en la corporacion y
presentaban una caracterizacion previa. A partir de estos parametros se decidi6 seleccionar el suelo
negro y café para realizar el ensayo N°2 de evaluacion de las metodologias de extraccion, esto

debido a las diferencias notorias que presentan ambos suelos en cuanto a su % de materia organica,
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calcio intercambiable y textura, siendo estos parametros determinantes en las cantidades presentes

de nitratos en el suelo, en donde un alto porcentaje de materia organica y fosforo generan una

mayor presencia del nitrdgeno mineral del suelo.

Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos de los suelos negro, café y amarillo

. Capacidad de Ca.
SUELO pH %Humedad Textura f’/oo?/lg;eizf Dli:sosgglift?le int. Catidnico Intercambiable
9 P (cmol/100g) (cmol/kg)
Arenoso (Arena
Negro 5.85 54 93%, Limo 7%, 39.13 10.11 30.77 0.47
Acrcilla 0%)
Franco limoso
Café 5.53 31.37 (Arena 0%, Limo 14.29 4.23 9.57 4.67
T77%, Arcilla 23%)
Arenoso (Arena
Amarillo | 5.45 30.77 60%, Limo 21%, 16.67 4.23 10.61 2.15
Arcilla 19%)

Luego de seleccionar los dos suelos, se realizo el respectivo analisis de nitratos para 8

muestras de cada suelo implementando las dos metodologias definidas previamente.

Las concentraciones obtenidas del analisis de nitratos en SFA (Anexo 2) se convierten en

fracciones masicas con la Ec. (1) descrita en la metodologia. Dichas fracciones masicas de nitratos

resultantes de este ensayo N°2 se pueden observar en la Tabla 2, donde se pueden identificar los

valores para el suelo negro y café con extraccion en KCl y agua.

NO
Replica

1

0o N o O B W DN

H.0
68.240
71.613
73.682
72.258
70.602
68.403
69.360
70.837

extraccion con agua 'y KCI.
FRACCIONES MASICAS (mg NOs/ kg de suelo)

SUELO NEGRO

KCI
79.724
87.922
79.693
77.494
83.439
84.129
82.678
90.511

Tabla 2. Fracciones mésicas de nitratos en los suelos negro y café para las metodologias de

SUELO CAFE
H.0 KCI
14.897 13.565
19.443 10.084
11.139 10.201
9.921 9.084
10.217 10.359
10.063 10.594
9.693 11.281
10.366 11.087

Cabe destacar que tanto el ensayo N°1 y 2 se realizaron con la curva de calibracion para

muestras de agua que se encuentra definida en la guia de operacion del equipo SFA, por lo que se

requirié hacer diluciones de 1/5 y 1/10 en todos los suelos analizados excepto en el suelo café.
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Ademas, en ambos ensayos se realizaron las respectivas adiciones o matrices fortificadas a cada
muestra con una concentracion de 0.9 mg/L de solucién estdndar de nitratos, observando
recuperaciones entre el 86 y 99% (Anexo 3).

Posteriormente, los datos de fracciones masicas (Tabla 2) fueron tratados en la aplicacion
web del instituto de metrologia de Colombia ValidaR [19], en donde se realiza una comparacion
de medias con la prueba de t-Student para dos muestras estadisticas con distribucién normal entre
los datos obtenidos Unicamente en el suelo negro, ademas de la prueba de t-student también se
realiza una comparacion de varianzas con una prueba F-Fisher. Ambas pruebas se realizan de igual
manera para los grupos de datos obtenidos de las metodologias de extraccion en el suelo café. La
prueba t-Student y F-Fisher se realizaron con una hipotesis nula (Ho) de P20 = Hkcl Y oH20 = okcl
respectivamente. Por otro lado, la hipotesis alternativa (H1) es pHeo # ukci para la prueba de medias
t-Student y oH20 # okl para la prueba de varianzas F-Fisher.

Luego del tratamiento de los datos en la aplicacién web validaR, en donde la prueba de t-
Student para el suelo negro mostré que, si hay una diferencia estadisticamente significativa en las
medias muestrales de cada grupo de datos de fracciones masicas, mientras que la misma prueba en
el suelo café reveld que no existe una diferencia significativa entre ambos grupos de datos. Por otro
lado, en la Fig. 3 se puede ver los resultados de la prueba de Fisher realizada a los datos resultantes
de ambos suelos.

Hipotesis alternativa Datos.prueba Valor ——— G Datos.prueba Valor
= ipotesis alternativa
@ H:o? &£ o2 _— ~ e
= 1- oy 2 Estadistico F 0.1887 @ Hy:o? # o Estadistico F 6.975
Grados de libertad Grados de libertad
Nivel de conflanza: ~, numerador 7 Nivel de confianza: ~, numerador 7
Q0% -
® 95% ~, denominador 7 - 222 ~, denominador 7
-
agn; Valor p 0.0428 = - Valor p 0.0201
Relacion de varianzas 0.1887 Relacion de varianzas 6.975
Intervalo de confianza: Intervalo de confianza:
~, limite inferior 0.02123 ~, limite inferior 1.386
~, limite superior 1.676 ~, limite superior 3484
MNivel de confianza (%) 99 Nivel de confianza (%) 95
Varianza grupo 1 3.608 \Viarianza grupo 1 11.97
Varianza grupo 2 19.13 Varianza grupo 2 1716
La diferenda enfre las varianzas muestrales no es . La diferencia entre las varianzas muestrales es estadisticamente
estadisticamente significativa a un nivel de confianza del 95 % significativa a un nivel de confianza del 85 %

Figura 3. Resultados de la prueba de varianzas F-fisher, a) para el suelo negro y b) para el suelo café.

Donde ot20 = 61y Okl = 62
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Para el caso del suelo negro, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
de las varianzas de ambos grupos de fracciones masicas resultantes de la extraccion con aguay con
KCI. Mientras que en el suelo café existe una diferencia significativa de las varianzas con una

confianza del 95%.

Hipotesis alternativa Datos.prueba Valor
Hy: o'? i o'g

Estadistico F 6.975
Hy: 0} < of _
- Hi: 0’? - Ug Grados de libertad
~, numerador T
Mivel de confianza: ~, denominador 7
90% Valor p 0.0101
@ 95% » :
9% Relacion de varianzas 6975
Intervalo de confianza:
~, limite inferior 1.842
~, limite superior Inf
Mivel de confianza (%) o5
Varianza grupo 1 11.97
Varianza grupo 2 1.716

La diferencia enire las varianzas muestrales es estadisticamente
significativa a un nivel de confianza del 95 %

Figura 4. Datos obtenidos de la prueba de varianzas F-fisher en el suelo café
entre ambos grupos de muestras con una hip6tesis alternativa (H1) de 6%h20> 6%kl

Ya que en la prueba de varianza para el suelo café se aprob0 la hipétesis nula (Ho) en donde
ambas varianzas son iguales, se optd por tomar otra hipdtesis alternativa (%120 > 6°kci) y observar
si se continuaba confirmando la hipdtesis nula. Los resultados para esta hueva prueba de varianzas
se muestran en la Fig. 4, en donde ahora los resultados revelan una diferencia estadisticamente
significativa entre las varianzas, aprobando la hipdtesis alternativa, la cual menciona una varianza
mayor del grupo de datos de fracciones masicas obtenidas de la extraccion de agua.

Ensayo N°3. Evaluacién de tiempo de almacenamiento de solucidn extraida

Finalmente, la prueba de almacenamiento mostro un porcentaje de diferencia relativa
(%RPD) del 5.56% como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones y fracciones masicas resultantes de la prueba de conservacion con suelo café

Concentracion Frac. Méasica Concentracion Frac. Masica
NOs (mg/L) (mg NOs/kg) NO;s(mg/L) (mg NOs/kg)
C1l KCI 2.19 10.96 2.25 11.25

C2 KCl 2.48 12.40 2.68 13.42 556
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

En la Fig. 2 se puede observar que ninguno de los porcentajes de diferencia (%RPD) supera
el 20% tanto para extraccion con agua como con KCI, mostrando cambios que son aceptables
dentro del aseguramiento de la validez de los resultados. Sin embargo, de la Fig. 1 podemos ver
que la mayoria de las fracciones de los 6 suelos presentan una tendencia a aumentar su cantidad de
nitratos en la matriz, lo que se puede producir por varios factores incluyendo la actividad
microbiana, temperatura o humedad, siendo necesario que no se exceda de este tiempo de 15 dias
para realizar la extraccion en la respectiva muestra de suelo, ya que de lo contrario no se podria
garantizar un porcentaje menor del 20% y no se estaria haciendo un aseguramiento de la cantidad
de nitratos obtenida. Ademas, es importante notar que los porcentajes de RPD para las extracciones
realizadas con KCI son inferiores a los realizados con agua, por lo que en esta primera prueba
también suponemos que el KCI tiene una mejor estabilidad y se comporta mejor como solucién
extractora, sin embargo, esto no es una comprobacién definitiva para seleccionar dicha solucion.

En una segunda prueba experimental el objetivo es determinar si hay diferencias entre los
métodos propuestos de extraccion de nitratos con agua y KCI, mediante una prueba de medias
muestrales t-student y una prueba de varianzas de F-fisher (Fig. 3 y 4), en donde el analisis
realizado para el suelo café con una hipétesis alternativa (H1) de 6%420 > 6°kc1 mostrd a diferencia
de los resultados de las pruebas en el suelo negro que si existen diferencias significativas entre las
varianzas de ambos grupos de datos, siendo mayor la dispersién de los datos de las fracciones
masicas obtenidas de una extraccion con agua, donde lo ideal es que los datos tengan un alto grado
de repetibilidad y presenten un rango de valores de sus respectivas concentraciones. Indicando que
para muestras de suelo con fracciones masicas mas pequefias hay un mejor comportamiento de la
solucion de KCl'y aunque en el suelo negro evaluado, no haya diferencias en la prueba de F-Fisher,
es optimo utilizar la solucion de KCI 1M, ya que puede es aplicable para una variedad de suelos
que puedan llegar al laboratorio ambiental.

Ademas de esto los porcentajes de diferencia relativa (%RPD) de las fracciones masicas
obtenidas en el ensayo N°1 son menores con una extraccion de KCI teniendo un promedio de
porcentajes de 6.57%, mientras que con agua el promedio es de 12.4%, mostrando otro indicativo
de que la interaccion de la solucién de KCI y la muestra presenta un mejor comportamiento en la

extraccion de nitratos con respecto a la extraccion con agua. Por lo tanto, la solucion de KCI permite
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obtener valores més acertados en un rango de concentraciones y tipos de suelo que pueda ser
recibidos en el laboratorio de suelos.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la prueba de conservacion (Tabla 3) confirma que
las soluciones extraidas de las muestras de suelo pueden ser almacenadas en refrigeracion por un
tiempo de 15 dias sin tener cambios significativos en las cantidades de nitratos, permitiendo que
las muestras puedan ser guardadas en caso de presentar alguna dificultad en el desarrollo de un
andlisis inicial en SFA.

En cuanto a los controles realizados, en primera instancia se pudo observar que la relacion
R de las curvas de calibracion para ambos ensayos son casi de 1, siendo esto una comprobacién
del ajuste del modelo a los resultados obtenidos en cada una de las pruebas realizadas en SFA,
adicional a esto las diluciones de las soluciones extraidas permitieron ajustarse al rango de lectura
sugerible para muestras de agua, reflejando asi que la implementacion de diluciones son una
alternativa valida para implementar el mismo ensayo en SFA tanto en aguas como en suelos.

De esta forma el conjunto de controles y adiciones introducidos a los ensayos realizados en
SFA son comprobaciones y verificaciones necesarias para darle validez a cada uno de los datos
obtenidos en ambos ensayos, en donde es fundamental que los controles se afiadan para cada

ensayo.
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IX. CONCLUSIONES

Ambos métodos de extraccion tuvieron un comportamiento adecuado tanto en el proceso
de extraccion como de cuantificacion, ya que ambos presentaron una cercania en los resultados y
una diferencia relativa dentro de los criterios de aceptacion de los resultados de la corporacion,
siendo posible obtener resultados validos en una extraccion con agua en caso de ser necesario en
el andlisis de nitratos en muestras de suelo, teniendo presente que en primera instancia es dptimo
realizar la extraccion con la solucion de KCI 1M.

La diferencia de costos en las dos metodologias empleadas es minima debido a que los
procesos son similares, siendo la solucion de extraccion la principal diferencia entre los métodos,
por lo que dentro de un analisis econémico dicha solucion seria la Unica variable a tener en cuenta
para determinar la metodologia mas costo-efectiva en la extraccion de nitratos, sin embargo
haciendo esta comparativa entre los costos de la solucion, podemos notar que utilizando la solucion
de KClI los costos seguirian siendo muy bajos, por lo que es indiferente usar una u otra solucién de
extraccion analizando Unicamente la parte econdmica del proyecto.

De esta manera es preciso afirmar que la metodologia de extraccion con KCl es 6ptima para
desarrollar un analisis de nitratos en muestras de suelo dentro de la corporacién, en donde la
extraccion de cada muestra de suelo tiene que ser realizada en un limite maximo de 10-15 dias
desde la recoleccion de la muestra y teniendo la opcion de refrigerar la solucion extraida hasta 48
horas luego de la extraccion sin presentar cambios significativos en las cantidades de nitratos, de
tal forma que las muestras de agua y suelo puedan manejar los mismos tiempos de almacenamiento.

Finalmente es necesario agregar que el rango de calibracion para muestras de aguas
aplicado a soluciones extraidas de suelos no fue un limitante en la cuantificacion de nitratos, ya
que el software del equipo integra la opcidn para incluir un factor de dilucion en la lista de muestras
analizadas en cada uno de los ensayos, lo cual es favorable para lograr la cuantificacion de nitratos
en muestras de agua como en soluciones extraidas de muestras suelo, permitiendo el ahorro de
tiempo en los analisis desarrollados con SFA en las muestras ingresadas en el laboratorio. Siendo
también Util el empleo de controles, ya que funcionan para la verificacion del ensayo y el respaldo
los datos obtenidos en la prueba, destacando los porcentajes de recuperacion obtenidos de las
matrices fortificadas empleadas para cada tipo de suelo (Anexo 3), comprobando asi la
funcionalidad del método en la determinacion de las concentraciones de nitratos sin la presencia

de interferencias que afecten su correcto desarrollo.
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ANEXOS

Anexo 1. Proceso de agitacion de muestras en Orbital Shaker Lab-Line
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Anexo 2. Diagrama de concentraciones de nitrégeno obtenidas del software en SFA, empleando
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Anexo 3.
Recuperaciones obtenidas en el ensayo N°2 para el suelo negro y café determinadas a partir de la
adicién de una concentracion de 0.9 mg NO3/L de estandar de nitratos. Los valores empleados
son presentados en el diagrama anterior (Anexo 2) correspondientes a N KCI 1/10 + 0.9, N H20
1/10 +0.9, C KCI + 0.9 y C H20 + 0.9, en donde las muestras de suelo negro fueron procesadas
en SFA con un factor de dilucion de 10.

Concentracion Concentracion final(mgNO3/L)  porcentaje de
Muestra inicial (mg NO,/L) +0.9mg NO,/L recuperacion (%)
N1 KCl(1/10) 4,854 13,348 89,6
N1 H20 (1/10) 4,155 12,581 86,2
C1KCl 0,826 1,61 86,0
Ci1H20 0,907 1,806 99,9




